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Purine 環を持つ塩基 (adenine, guanine) または pyrimidine 環を持つ塩基 (uracil, cytosine) 
と ribofranose の -N1-glycoside 結合した nucleoside にリン酸が結合した化合物を
ribonucleotide と呼ぶ．ribonucleoside には，核酸塩基によって adenosine (A), guanosine (G), 
cytidine (C), uridine (U) が存在する (Figure 1.1a)．その numberingは Figure 1.1aに記した． A, 
G, C, Uが 3’-5’リン酸ジエステル結合によって結ばれた鎖状高分子 (polynucleotide) が RNA 
(ribonucleic acid) である (Figure 1.1b)．RNA 二重らせん構造内では糖（ribofranose）の
puckering が，C1’-O4’-C4’がなす面に対し，C3’が核酸塩基と同じ側（endo）に位置する






1.2)． RNA 構造中，最も一般的な塩基対は Figure 1.2で示したような A-U塩基対および G-C
塩基対であり， Watson-Crick型塩基対と呼ばれる．RNA 中ではこれら Watson-Crick型塩基
対以外にまた，Wobble 塩基対，Hoogsteen 型塩基対や Sheared 型塩基対と呼ばれる非
Watson-Crick型塩基対も発見されている(Figure 1. 2) (Saenger, 1984)．  
 
Figure 1.1. Chemical structure of RNA. (a) Chemical structures of ribonucleotides. (b) Chemical 






RNA の最も基本的な構造は二重らせん構造 (duplex) である．2本の RNA鎖が塩基対形成
して二重らせん構造を形成する．RNA は転写の際に通常一本鎖として発現するため，二重
らせん構造以外にも多様な二次構造 (duplex，hairpin-loop，bulge-loop，internal-loop)，三次
構造 (pseudoknot) を取ることが知られている (Figure 1.3)(Saenger, 1984)．Pseudoknot構造は
一本鎖 DNA/RNA中において，hairpin構造中の hairpin-loop領域が別の loop領域 (duplexを




酵素活性を有した RNA 分子の発見 
DNA (deoxy ribonucleic acid) の遺伝情報は RNA を介してタンパク質として発現するとい
う"central dogma"は 1958年に Crickによって提唱された．これは，RNAは DNA とタンパク
質との情報伝達役として働き，触媒作用等の生化学的な機能は有さないことを意味した．
しかし， 1980年代初頭，Cech は単細胞真核生物 tetrahymenaの rRNA のイントロン配列 
(Group I intron) が，外部からの酵素を添加せずとも自動的に切断されること (自己スプライ
シング) を報告した (Cech et al., 1981; Kruger et al., 1982)．RNA 自身に遺伝情報の伝達役と
いう働き以外に，生化学的な機能性があることが初めて明らかとなり，生命の起源は RNA
であるという仮説 RNA world hypothesisへとつながった (Gesteland, R. F. et al., 2006)．酵素活
性を持つ機能性 RNA のことを総称して ribozyme (ribonucleic acid enzyme) と呼ぶことが，
Cechによって後年提唱され現在まで続いている． 
 
Figure 1.3. Secondary/tertiary structures of RNA. 
Figure 1.2. Chemical structures of Watson-Crick base pairs (G-C base pair, A-U base pair), G-U 




Hammerhead ribozyme の発見 
Group I intronの発見を機にいくつもの ribozymeが発見されてきたが，1986年には一本鎖
環状 RNA である viroid 中から RNA 鎖切断活性を有した RNA が単離された (Prody et 
al., 1986; Hutchins et al., 1986; Epstein and Gall 1987; Forster and Symons 1987; Uhlenbeck 1987)．
Viroidの転写反応は rolling circle replicationと呼ばれる転写反応であり (Flores et al., 2004 and 
references cited therein.)，発見された RNA は，環状ゲノムを鋳型として転写された RNA を
単位長に切り出す役割を担っていた (Figure 1.4)．この RNAの二次構造を Figure 1.5に示す
が，高度に配列が保存されている一本鎖領域である core配列 (Figure 1.5 中の残基) から 3
本の duplex (それぞれの dupelex (= stem) を stem I、stem II、stem IIIという) が連結している
という撞木 (hammerhead) のような二次構造から，このRNAはhammerhead ribozyme (HHRz) 
と名付けられた．その hammerhead型の二次構造と保存配列 (core 配列) は，生物種間での
配列比較 (Hutchins et al., 1986; Epstein and Gall 1987; Forster and Symons 1987; Uhlenbeck 
1987)，mutagenesis (Koizumi et al., 1988; Sheldon and Symons et al., 1989; Koizumi et al., 1989; 
Ruffner et al., 1990; McKay 1996)，化学修飾 (McKay 1996) によって決定された (Figure 1.5)．
HHRzの保存配列である core配列を構成する各残基の numberingは Figure 1.6の通りである．
そして，この HHRzは切断部位の配列が UC, UU, UA である時にリン酸ジエステル結合を切
断することも明らかとなった (Figure 1.5) (Haseloff and Gerlach 1988; Fedor and Uhlenbeck 
1990; Heus et al., 1990)．この配列を切断可能配列または UX 配列 (X=C, U, or A) と呼ぶ．
RNA配列の homology検索 (相同性解析) の結果から明らかとなった，高度に保存されてい
る core配列と stem I, stem II, stem IIIだけからなる活性を持つ最少配列の HHRzを minimal 
HHRz と呼ぶ．後述するように stem I, IIに隣接する loop I, IIを有す loop loop相互作用を持
つ HHRzと区別するためである．また，近年の研究で HHRz は viroid 以外にも人間を含む
多くの生物にも存在することが報告されている (線虫(Ferbeyre et al., 1998)，植物 (Przybilski 
et al., 2005)，節足動物 (Rojas et al., 2000; Roychowdhury-Saha et al. 2011)，魚 (Seehafer et al., 
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2011)，哺乳類 (Martick et al., 2008; Seehafer et al., 2011)，ヒト (de La Pena et al., 2010; Perreault, 







Figure 1.6. Numbering system of residues in HHRz. Black and yellow lines represent HHRz and 
substrate strands, respectively. 
 
Figure 1.5. Secondary structure of minimal HHRz in hammerhead shape (left) and that reflecting its 
crystal structure (right). Black and yellow lines represent HHRz and substrate strands, respectively. 
 
Figure 1.4. Hammerhead ribozyme (HHRz). (a) Rolling circle replication process and the role of the 
HHRz. Red RNA strand (+) is copied from blue RNA strand (-), then the blue RNA strand (-) is used 
as atemplate for the red RNA strand (+). (b) A HHRz catalyzes RNA cleavage and ligation reactions.  
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Hammerhead ribozyme の結晶構造① 
HHRz が触媒する RNA切断・連結反応がどのようにし
て行われるのかを理解するために minimal HHRz (homology検索によって明らかとなった活
性を持つ最小配列の HHRz) の立体構造決定が試みられ，1990年代に初めて minimal HHRz
の結晶構造が報告された(Pley et al., 1994; Scott et al., 1995)．有機化学的考察から，求核種の
X17残基 2'酸素，求電子部位の X17残基のリン酸のリン原子，脱離基の当該リン酸基の 5'
酸素が直線上に並んだ構造 (in line 構造)を取ることが切断反応には必要だと考えられてい
た (Figure 1.7)(Koizumi et al., 1988; Sheldon and Symons et al., 1989; Koizumi et al., 1989; 
Ruffner et al., 1990; McKay 1996; Odai et al., 1990; Pieken et al., 1991; Olsen et al., 1991; Williams 
et al., 1992; Fu and McLaughlin 1992a; Fu and McLaughlin 1992b; Slim and Gait 1992; Fu et al., 
1993; Tuschl et al., 1993; Murray et al., 1995; Ng et al., 1994; Heidenreich et al., 1994; Thomson et 
al., 1996; Kore et al., 1999; Nakamatsu et al., 2000; Han and Burke 2005)．しかし，明らかになっ




Loop-loop 相互作用を持つ Hammerhead ribozyme 
後年 Epsteinらによって，core配列に接続している stem Iおよび stem IIの外側の領域にあ
る loop I および loop II の残基が，HHRz の切断活性に関与していることが明らかにされた 
(Pabón-Peña et al., 1991; Garrett et al., 1996; Zhang and Epstein 1996)．さらに，それらの残基が
loop-loop tertiary contacts (loop-loop間三次元相互作用) をしていることが示され，同相互作
用によって活性が大きく向上し，Mg2+の生理条件濃度 (sub-mM) で切断活性が発現するこ
とが明らかとされた (Figure 1.8)(Khvorova et al., 2003; Canny et al., 2004; Penedo et al., 2004; 
Osborne et al., 2005; Kim et al., 2005; Nelson et al., 2005; Lambert et al., 2006; Boots et al., 2008)．
この発見により，生体内中で生化学的な役割を果たしているにも関わらず，活性発現には
 
Figure 1.7. In line structure.  
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生理条件とかけ離れた Mg2+濃度 (数 10 mM) が必要という矛盾が解消された (Khvorova et 
al., 2003)．つまり，これまでの homology検索で見落とされていた loop部分を欠いた minimal 
HHRz は真の HHRz の姿ではないことが示された． 
 
 
Hammerhead ribozyme の結晶構造② 
近年，Scott らによる loop-loop相互作用を持つHHRzの立体構造が明らかとなった (Figure 
1.9)(Martick and Scott 2006; Martick et al., 2008; Chi et al., 2008; Anderson et al., 2013)．この結晶
構造では，反応点の原子は in line 構造を取っていることが明らかとされ (Figure 1.9c)，か
つ，生化学的な結果から示唆されていた活性に必須の残基の役割が矛盾なく説明できる構
造であった．また、loop-loop 相互作用を持たない minimal HHRzの結晶構造解析では役割が
明らかでなかった残基G5は，切断部位X17 (結晶構造中はC17) O4’と水素結合を形成しX17 
(結晶構造では C17) を触媒 core内に固定していることが観察された。これも in-line 構造の
実現に寄与していると考えられる。 これら切断反応に関与する残基の構造が minimal HHRz
と比較して異なるのは，loop-loop 相互作用により stem Iが触媒 core 側に押し下げられ，切
断部位X17-N1.1 (結晶構造ではC17-C1.1) が in-line構造をとりうるだけの構造的自由度が生
まれたことによると考えられる．なお，loop I と loop IIの相互作用は三次元的相互作用に
よるものであり，Watson-Crick 型塩基対によるものではなく三次元相互作用 (loop-loop 
tertiary contacts) であることが結晶構造から明らかとなった (Figure 1.9d)． 
 
Figure 1.8. Secondary structure of Schistosoma mansoni HHRz in hammerhead shape (left) and that 






Hammerhead ribozyme の topology 
HHRz は本来，DNAから転写された長い一本鎖の RNAに組み込まれた形で存在するため，
その core配列や stem配列，loop配列は全て繋がっている (Figure 1.10a-c)．このように，全
ての構成要素が一本の鎖で繋がっている HHRz を cis 型の HHRz と呼ぶ (Figure 1.10d)．そ
して，転写された RNA中，どのような順序で core配列や stem配列，loop配列が現れるか(繋
がっているか)を topologyという．HHRz は 3つの stemのうち，どの stem (loop でも同義) を
介して転写された RNA に繋がっているかに応じて 3 つの topology を持ち，それぞれの
topologyに応じて type I, type II, そして type IIIに区別される (Figure 1.10a-c)．Type IのHHRz
は stem Iを介して，type IIの HHRzは stem IIを介して，type IIIの HHRzは stem IIIを介し
て長い一本鎖 RNA と繋がっている (Figure 1.10a-c)．cis 型の HHRz を，切断を受ける残基
X17を含む配列 (基質鎖) とそれ以外の配列 (ribozyme鎖) とに分けた 2本のRNA鎖で構成
される HHRzを trans型 HHRz と呼ぶ (Figure 1.10d) (Uhlenbeck 1987; Koizumi et al., 1988; 
Koizumi et al., 1989; Haseloff and Gerlach 1988; Fedor and Uhlenbeck 1990; Heus et al., 1990)．前
述したように，HHRz の core 配列は高度に保存されており，他の塩基への置換は活性の低
下を招くため，自由に配列設計することはできない．しかし，(loop-loop tertiary contacts形
成残基などを除けば) loopや stem の配列は自由に設計可能である．そのため，基質鎖に含
まれる保存配列をいかに少なくするか，即ち，Figures 1.10a-cの赤い領域が基質鎖に含まれ
ないようにするかが HHRz を RNA 鎖切断酵素として利用する際に重要となる．各 trans 体 
 
Figure 1.9. Sequence and crystal structureof Schistosoma mansoni hammerhead ribozyme. (a) 
Sequence of S. manson HHRz. Black and yellow lines represent HHRz and substrate strands, 
respectively. Green colour represents scissile residure C17. Silver, turquoise and pink colour residues 
made non-Watson-Crick base pairs (tertiary contacts) between each loop. (b) Crystal structure of S. 
manson HHRz. Black and yellow lines represent HHRz and substrate strands, respectively. Green 
colour represents scissile residure C17. Silver, turquoise and pink colour display loop-loop tertiary 
contacts’ residues. (c) Positioning of catalytic residue G12 and scissile residue X17 (C17). (d) 
Structure of loop-loop tertiary contacts. 
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typeI-III HHRzを Figure 1.11に纏めたが (Figure 1.10 同様赤い領域が保存配列である core 配
列を表している)，type I HHRz の trans体では loop IIIのところで RNA 鎖に切れ目を入れる
ことで基質鎖の配列要求性を UX 配列のみにできる (UX 配列以外の core 配列はすべて
ribozyme鎖に含まれる) (Figures 1.10,11)．Type II HHRzの trans化では loop Iまたは loop III ど
ちらを開裂させても，UX 配列とそれ以外の保存配列を有する基質鎖が要求される (Figure 
1.11)．Type III HHRzの trans化においては loop Iのところに RNA鎖の切れ目を入れること
で，基質鎖の配列要求性は UX配列を有することだけになるが，loop Iは天然の HHRz では
loop IIと相互作用する部位であり，相互作用部位の化学構造を変えることは活性に悪影響を
及ぼすことになる (Figure 1.11)．そのため，HHRz を RNA 切断酵素として用いる場合には






Figure 1.10. Classification of HHRz. (a) The order of appearance of the structural elements in primary 
sequences (topology). (b) Secondary structure and nomenclature of HHRz. (c) Secondary structure of 
type I, II, III HHRz. (d) Separation of type I HHRz into enzyme and substrate strands for gene therapy. 
Black and yellow lines represent HHRz and substrate strands, respectively. Red colour indicates the 
conserved nucleotides. 
 
Figure 1.11. Case studies for conversion of pseudoknot-type hammerhead ribozymes in terms of their 
topology. The core and other sequences are shown in black and gray, respectively. The "UX" sequences 
at the cleavage site are shown. Separation sites for enzyme and substrate strands are written with 
dashed lines. Black and yellow lines represent HHRz and substrate strands, respectively. Red colour 





ではないかと研究が進められている (Koizumi et al., 1989; Kuwabara et al., 1998a, Kuwabara et 
al., 1998b; Phylactou et al., 1998; Kuwabara 1999; Millington-Ward et al., 1999; Tanabe 2000; 
Dawson and Marini 2000; Farrar et al., 2002; Pennati, et al., 2003; Qi et al., 2003; Hotchkiss et al., 
2004; Pennati et al., 2004; Materna et al., 2005; Citti and Rainaldi et al., 2005; Win and Smolke 
2007; Famulok et al., 2007; Abdelmaksoud et al., 2009; Chen et al., 2009; Abdelmaksoud et al., 
2009; Mulhbacher et al., 2010; DiGiusto et al., 2010; Kole et al., 2012)．RNA を用いた遺伝子治療
法を Figure 1.12 に記した．遺伝子が変異したことにより変異タンパク質が積極的に害をな
すことによって病気が起こる場合 (gain of function)，その変異タンパク質の発現を抑制する
ことが病気の治療に繋がる．そのため，変異した DNA から転写された mRNA を ribozyme
によって切断することで，変異タンパク質の発現を抑制が可能となる (Figure 1.12)．遺伝子
治療薬である ribozyme には，標的となる変異 mRNA と標的ではない mRNA とを正確に識
別する高い特異性が求められる．このようなコンセプトに基づき HHRz を用いて点変異
mRNA 特異的切断に成功した例が幾つか存在する (Koizumi et al., 1989; Phylactou et al., 
1998; Millington-Ward et al., 1999; Dawson and Marini 2000)．また in vivo 或は細胞中での遺伝
子発現抑制には，細胞内局在が重要であることが示され (Koseki et al. 1999)， その後の
MAXIZYME (Minimized Active X-shaped Intelligent riboZYME)(Kuwabara et al., 1998a, 
Kuwabara et al., 1998b，Tanabe et al., 2000) や RNAiによる遺伝子治療研究につながった．
MAXIZYMEは慢性骨髄白血病の原因となるフィラデルフィア遺伝子 (相同組み換え異常に
より生じたキメラ染色体 ) を正常遺伝子と識別して切断し  (Kuwabara et al., 1998a, 
Kuwabara et al., 1998b)，慢性骨髄白血病患者の細胞や transgenic mouse に導入した







いるが，RNA 酵素である ribozyme にも allosteric 効果によって活性が制御される allosteric 
ribozymeが報告されている．Allosteric効果とは，反応部位以外の場所 (allosteric部位) と補
因子 (コファクター) が相互作用することにより三次元構造が活性化構造または不活性化
構造へ変化することで活性が制御される現象である．Allosteric ribozyme は aptazymeとも呼
ばれるように，触媒領域のほかに allosteric 部位である aptamer domain (ligand binding domain) 
を持ち，標的化合物特異的に結合して活性が誘起される allosteric ribozyme のことをいう 
(Ellington & Szostak1990)． 
Allosteric ribozyme は二種類に大別できる．一つ目は，低分子有機化合物や金属イオン等
を補因子 (コファクター) とする allosteric ribozyme で，有機化合物応答性 allosteric ribozyme 
(Tang and Breaker 1997a; Tang and Breaker 1997b; Soukup and Breaker 2000 and references cited 
therein.; Breaker 2002; Breaker 2004 and references cited therein.; Reymond et al., 2009 and 
reference cited therein.)，および，金属イオン応答性 allosteric ribozyme (Zivarts et al., 2005; 
Nagata et al., 2012) がある．もう一つは，外部のRNA配列を活性制御因子 (コファクター) と
する allosteric ribozymeであり，外部 RNA 配列が allosteric ribozyme の配列の一部と塩基対形
成 (二重らせん形成) することで活性型の二次構造，ひいては活性型三次元構造をとること
で活性化がおこるものである (Porta and Lizardi, 1995; Kuwabara et al., 1998a, Kuwabara et al., 
1998b; Tanabe 2000)．遺伝子の組み換え異常で生じたフィラデルフィア遺伝子産物の
 
Figure 1.12. The mechanism of gene therapy with ribozymes. Ribozyme and substrate strands are 
shown in black and yellow. Mutated sequences in DNA and mRNA are highlighted in red. A ribozyme 
whom stems sequence are designed to complementary sequence of mutated RNA sequence can bind to 
mutated RNA and cleave the sequence. In contrast, the ribozyme can not bind to not mutated mRNA, 
wild type mRNA, as the stem sequences are not complementary sequence of the not mutated mRNA. 
As a result, only mutated gene is suppressed. 
13 
 
BCR-ABL mRNA を特異的に切断するMAXIZYME は BCR-ABL junction部位の配列を活性




Thymine と水銀イオン (Hg2+) が形成する T-Hg(II)-T 塩基対は，Katz によって発見・構造
提唱がされた metallo-base-pairである (Figure 1.13)(Katz 1952; Katz 1963)．後年，Ono のグル
ープによって鎖長と塩基配列を厳密に制御した条件下で DNA二重らせん中の T-T mismatch

























しないことが確認されている (Miyake et al., 2006))． 発見当初の T-Hg(II)-T 塩基対の構造研
究で，DNA と水銀イオンの相互作用に関する知見に基づき (Thomas 1954; Yamane and 
Davidson 1961; Yamane and Davidson 1962)，2分子の thymine が 3 位窒素原子 (N3) を介して
水銀イオンに結合した化学構造が提唱された (Katz 1963)．その後，DNA oligomer 中の
T-Hg(II)-T の構造を明らかにすべく研究が展開され (Simpson, 1964; Kosturko et al., 1974; 
Mansy et al., 1974; Mansy and Tobias 1975; Buncel et al., 1985; Buncel 1986; Kuklenyik and 
Marzilli 1996; Gruenwedel and Cruikshank 1990; Morzyk-Ociepa and Michalska 2001; Tanaka and 
Ono, 2008 and references cited therein)，水銀イオンが共有結合を介して thymine の N3と結合
していることがNMR分光法およびRaman分光法により明らかとされた (Tanaka et al., 2007; 
Uchiyama et al., 2012)．本 metallo-base-pair については、近年決定された三次元構造 
(Yamaguchi et al., in press; Kondo et al., in press) も考慮した理論研究も行われている (Benda 
et al., 2011; Benda et al., 2012; Šebera et al., 2013)．Torigoeらは等温滴定型熱量計を用いた熱力
学研究により，T-Hg(II)-T 塩基対形成の熱力学パラメーターを決定している (Torigoe et al., 




が展開されている (Ono, A. et al., 2011; Scharf and Muller 2013 and reference cited therein.)． 
 
 






1. Pseudoknot相互作用による type I PK-HHRzの基質鎖切断活性の allosteric制御 
2. PK-HHRzを用いた点変異応答性 allosteric ribozymeの創製 















 2章ではpseudoknot構造を有したhammerhead ribozyme (PK-HHRz) を用いた点変異及び水
銀イオン (Hg2+) を活性制御補因子 (コファクター) とする allosteric ribozyme の創製研究に
ついて記す．1 節では allosteric 酵素化に適した topology を有した (type I topology の) 
PK-HHRz が，pseudoknot構造による二重らせん形成 (pseudoknot相互作用) の可否によって
切断活性を on/off制御できるかを検討した (pseudoknot構造/pseudoknot相互作用については
「序章」及び 2 章 1 節 背景，topologyについては「序論」参照)．2節では点変異疾患に対
する遺伝子治療薬創製を目指し，pseudoknot部位で点変異を識別する点変異応答性 allosteric 
PK-HHRz の創製を行った．3 節では 2 節の結果を踏まえ，Hg2+を活性制御補因子とした
allosteric ribozyme を目指し，水銀イオン応答性 allosteric ribozyme の創製を行った． 
 
1 節 Pseudoknot相互作用による type I PK-HHRz の基質鎖切断活性の allosteric制御 
2 節 PK-HHRz を用いた点変異応答性 allosteric ribozymeの創製 
3 節 PK-HHRz を用いた Hg2+応答性 allosteric ribozyme の創製 
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1 節 Pseudoknot 相互作用による type I PK-HHRzの基質鎖切断活性の allosteric制御 
背景 
 Hammerhead ribozyme (HHRz) は基質 RNA鎖を部位特異的に切断する酵素 RNA分子であ
る (Figure 2.1.1)(Prody et al., 1986; Hutchins et al., 1986; Epstein and Gall 1987; Forster and 
Symons 1987; Uhlenbeck 1987)．その hammerhead型の二次構造と保存配列 (core配列) は生
物種間での配列比較 (Hutchins et al., 1986; Epstein and Gall 1987; Forster and Symons 1987; 
Uhlenbeck 1987)，mutagenesis (Koizumi et al., 1988; Sheldon and Symons et al., 1989; Koizumi et 
al., 1989; Ruffner et al., 1990; McKay 1996)，inosineや 7-deazaguanosine などの核酸類縁体及び
化学修飾 (McKay 1996) によって決定された (Figure 2.1.1a)．後年 Epsteinらによって，core
配列に接続している stem Iおよび stem IIの外側の領域にある loop Iおよび loop IIの残基が，
HHRz の切断活性に関与していることが明らかにされた (Pabón-Peña et al., 1991; Garrett et 
al., 1996; Zhang and Epstein 1996)． 
 さらに，それらの残基が loop-loop tertiary contacts (loop-loop間三次元相互作用) をしてい
ることが示され，同相互作用によって活性が大きく向上することが明らかとされた (Figure 
2.1.1b)(Khvorova et al., 2003; Canny et al., 2004; Penedo et al., 2004; Osborne et al., 2005; Kim et 
al., 2005; Nelson et al., 2005; Lambert et al., 2006; Boots et al., 2008)． 
 
 
Loop-loop tertiary contactsを有する HHRz の X線結晶構造解析の結果 (Figure 1.9)，切断部
 
Figure 2.1.1. Secondary structures of hammerhead ribozymes. (a) Secondary structure of minimal 
hammerhead ribozyme in hammerhead shape (left). Secondary structure of minimal hammerhead 
ribozyme reflecting its crystal structure (right). Black and yellow lines represent HHRz and substrate 
strands, respectively. (b) Secondary structure of Schistosoma mansoni hammerhead ribozyme with 
loop-loop interaction in hammerhead shape (left). Secondary structure of Schistosoma mansoni 
hammerhead ribozyme with loop-loop interaction reflecting its crystal structure (right). Black and 
yellow lines represent HHRz and substrate strands, respectively. Sequences of conserved core and 
loop-loop interaction sites are depicted. Regular and Italic Roman numbers indicate numberings of 
stems and loops, respectively. 
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位の構造が in line 構造 (求核種の X17残基 (結晶構造では C17) 2'酸素，求電子部位の X17
残基 (結晶構造では C17) のリン酸のリン原子，脱離基の当該リン酸基の 5'酸素が直線上に
並んだ構造)と呼ばれる SN2 様反応に適した構造をとっていることが明らかとなった 
(Martick and Scott 2006; Martick et al., 2008; Chi et al., 2008; Anderson et al., 2013)．さらに本結
晶構造により，生化学実験から切断反応に重要な触媒残基とされているG12が切断残基X17 
(結晶構造では C17) 2’OHが水素結合可能な距離にあり，切断反応上の役割が矛盾なく理解
できるようになった (minimal HHRz では G12 と C17 とが 20Å 離れていた)(Koizumi et al., 
1988; Sheldon and Symons et al., 1989; Koizumi et al., 1989; Ruffner et al., 1990; McKay 1996; 
Odai et al., 1990; Pieken et al., 1991; Olsen et al., 1991; Williams et al., 1992; Fu and McLaughlin 
1992a; Fu and McLaughlin 1992b; Slim and Gait 1992; Fu et al., 1993; Tuschl et al., 1993; Murray 
et al., 1995; Ng et al., 1994; Heidenreich et al., 1994; Thomson et al., 1996; Kore et al., 1999; 
Nakamatsu et al., 2000; Han and Burke 2005)．さらに，切断活性を高める loop I，IIが形成する
loop-loop tertiary contactsは，HHRzの三次元構造を活性構造形成に重要であることがわかっ
ており(Heckman et al., 2005)，現在では本三次元構造の HHRz の真の活性構造であると考え
られている (Martick and Scott 2006; Martick et al., 2008; Chi et al., 2008; Nelson and Uhlenbeck 
2008; Anderson et al., 2013)．このように，loop-loop相互作用 motifは，HHRzを生化学研究
のツールや遺伝子治療薬として利用していく際に考慮すべき極めて重要な構造motifである． 
ところで近年，結晶構造解析で明らかとされた loop-loop三次元相互作用 (tertiary contacts) 
とは異なり，hairpin 構造をしている loop I (loop II) の hairpin-loop 領域と，stem II (stem I) に
隣接する loop II (loop I) が塩基対 (Figure 2.1.2中，水色で表示) を形成する pseudoknot構造
を持つ HHRz が発見された  (Figure 2.1.2ab)(Jimenez et al., 2011; Perreault et al., 2011; 
Hammann et al., 2012)．この pseudoknot構造による loop 間の相互作用 (正確には hairpin構造
と loop構造との相互作用)，即ち pseudoknot相互作用を持つ HHRz は，この 3次構造的特徴
から pseudoknot type HHRz (PK-HHRz) と名付けられた． 
PK-HHRz を含めて HHRz には，3 種類の topology があるが，type II PK-HHRz において
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pseudoknot 相互作用によって切断活性が 1200 倍以上増強することが示された (Figure 
2.1.2c)(Perreault et al., 2011)．しかし，ほかの topologyである type Iと type IIIについては，
pseudoknot相互作用が活性に及ぼす影響は，まだ明らかとなっていない．遺伝子治療薬や生
化学研究のツールとして利用するのには，type Iの topologyを持つ HHRzが最も適している 
(考察参照)．そこで，本節では Yarrowia lipolytica (Y. lipolytica：アルカン資化性酵母) から発
見された type Iの topologyのPK-HHRzを用い (Figure 2.1.2b)，pseudoknot相互作用により type 






 Pseudoknot相互作用が，type-I の topologyを持つ HHRzの基質 RNA鎖切断活性を制御す
るのかどうか明らかとした．Type-I HHRzとして Y. lipolyticaから発見された PK-HHRz を実
 
Figure 2.1.2. Pseudoknot type hammerhead ribozymes. Pseudoknot region is boxed. (a) Sequences 
and secondary structure of type II pseudoknot-type hammerhead ribozyme. (b) Sequences and 
secondary structure of type I pseudoknot-type hammerhead ribozyme from Yarrowia lipolytica  
Pseudoknot region is boxed. (c) Cleavage activity of trans type II pseudoknot type hammerhead 
ribozyme was activated by pseudoknot interaction. Black and yellow lines represent HHRz and 
substrate strands, respectively. Pseudoknot regions are highlighted in light blue.  
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験に用いた．報告されている分子内切断を行う一本鎖型の cis体の PK-HHRz (Perreault et al., 
2011) を元に，基質鎖の配列要求性が最少となるように ribozyme 鎖と基質鎖への分離する
こととした (trans 体 PK-HHRz 化)．この設計指針で得られた ribozyme 鎖と基質鎖を固相合
成法により合成した (Figures 2.1.3,4)．天然型の ribozyme 鎖および基質鎖をそれぞれ wild 
type HHRz (WT-HHRz)，wild type substrate (WT-sub) と命名した．また，WT-HHRz の
pseudoknot 形成配列と全塩基で mismatch となる配列を有した基質を altered substrate 
(ALT-sub) とし，ALT-sub の pseudoknot 部位と相補的な pseudoknot 配列を有した HHRz を
revertant HHRz (Rev-HHRz) と命名した．つまり，WT-HHRzはWT-subとは pseudoknot構造
を形成できるが，ALT-sub とはミスマッチを生じ相互作用できないように設計されている．
また，Rev-HHRz は WT-sub とは pseudoknot 相互作用できないが，ALT-sub とは相互作用で
きるように設計されている． 
 
 実験結果を Figures 2.1.5,6に示す．反応時間 30分後においてWT-HHRzはWT-subを切断
し切断断片が確認されたが，pseudoknot相互作用がとれないように設計した ALT-subは切断
断片が確認されなかった (Figures 2.1.5 and 4.1.1 (ゲル全体写真))．この結果，type-I HHRz で
は pseudoknot 相互作用によって基質鎖切断活性が制御(活性化)されていることが明らかと
 
Figure 2.1.4. Sequences of substrate strands used in this study with their names. Wild-type substrate 
(WT-sub) is taken from Yarrowia lipolytica hammerhead ribozyme. Other substrate sequences are 
modified ones from WT-sub, and modified based are highlighted with black background. Pseudoknot 
sites in respective substrates are boxed. 
 
Figure 2.1.3. Sequences and secondary structure of hammerhead ribozyme from Yarrowia lipolytica 
and its modified ribozymes used in the experiments. WT-HHRz and WT-sub refer to enzyme and 
substrate strands from wild-type hammerhead ribozyme, respectively. ALT-sub refers to altered 
substrate whose pseudoknot sequences are fully mismatched against those of WT-HHRz. Rev-HHRz 
refers to revertant hammerhead ribozyme whose pseudoknot sequences are fully complementary with 
ALT-sub. Black and yellow lines represent HHRz and substrate strands, respectively. Pseudoknot 
regions are highlighted in light blue. Altered suquences of ALT-sub from those of WT-sub are 




2.1.5)，Rev-HHRzと pseudoknotを形成できるALT-subは切断断片が確認された (Figure 2.1.5)．
さらに，Rev-HHRzはWT-sub (pseudoknot部位がmismatchとなる組合せ) を切断しなかった．
この結果は，pseudoknot相互作用が type-I HHRzの切断活性を活性化していることを支持す
るものである．このように pseudoknot 部位での塩基対形成の有無による HHRz の活性制御
が，異なる pseudoknot配列で確認され，type-I HHRz の切断活性は loop Iと IIの pseudoknot
相互作用によって活性化されることが証明された． 
 
 さらなる詳細なデータを得るため，WT-sub の pseudoknot 形成部位に部分的に mismatch
を配するように設計した基質鎖 (mut-sub 1-5) を用いて切断活性試験を行った．すべての変
異型基質鎖 (mut-sub 1-5) は反応時間 30 分後において切断反応を受け，ミスマッチが切断
活性に及ぼす影響はこの条件では観察されなかった (Figure 2.1.5)．そこで，より厳密な初
速度の比較をするために，反応時間 2 分後において切断活性の比較を行った (Figures 2.1.6 
and 4.1.2 (ゲル全体写真))．WT-subとの切断反応初速度を比較したところ，変異型基質では
わずかながら初速度の低減が見られた．これらの結果も，type-I HHRz の基質鎖切断活性は，
その stem Iと IIとで形成する pseudoknot相互作用によって制御されているという仮説と合
致する． 
 
Figure 2.1.5. Cleavage reactions at 30 minutes. Names of enzymes and substrate are shown in Figures 
2.1.3,4. Enzymes, substrates and cleaved products were separated with denaturing 20% 
polyacrylamide gel with 8 M urea, and visualized with SYBR Gold (Invitrogen). Mobilities of the 
bands of substrates and "upper" cleavage products are different due to the altered sequences within the 
pseudoknot region, while those of "lower" cleavage products are the same among all the substrates. 






 本節の実験では type-I HHRz の基質鎖切断活性は，loop I と II が形成する二重らせん
(pseudoknot 相互作用) によって制御 (活性化) されていることが明らかとなった (Figures 
2.1.5,6)．先行研究において pseudoknot相互作用を持つ type-IIの topologyを持つ HHRz の切
断活性も pseudoknot 相互作用によって制御 (活性化) されていることが Breaker らのグルー
プによって報告がされている (Perreault et al., 2011)．Type-IIIの topologyをもつ HHRzでは，
Khvorova によって stem I と II による loop-loop 相互作用によって切断活性が増強されるこ
とが，tabacco ringspot virus の satellite RNA 由来の HHRz を用いて明らかとなっている 
(Khvorova et al., 2003)．しかし，X線結晶構造解析の結果，その相互作用様式は pseudoknot
 
Figure 2.1.6. Cleavage reactions at 2 minutes. Names of enzymes and substrate are shown in Figures 
2.1.3,4. Enzymes, substrates and cleaved products were separated with denaturing 20% 
polyacrylamide gel with 8 M urea, and visualized with SYBR Gold (Invitrogen). Mobilities and 
fluorescence-intensities of the bands of substrates and "upper" cleavage products are different due to 
the altered sequences within the pseudoknot region, while those of "lower" cleavage products are the 
same among all the substrates. Therefore, comparisons between substrates should be done with the 
lower bands. Photo of full-size gel is shown in Figure 4.1.2. 
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相互作用 (Watson-Crick 型塩基対) ではなく三次元相互作用 (loop-loop tertiary contacts) こ
とが明らかとなった (Chi et al., 2008)．それゆえ現時点では，Breakerらの結果を含めると，










きく違わないことを示している。熱力学の原理からして，Y. lipolytica PK-HHRz では不活性
構造を完全に排除するのは不可能であることを示している．進化の過程での淘汰を経た天
然由来の HHRz にも構造多型性があることから，次の二つの可能性が考えられる．1) HHRz






切断部位を持つ基質鎖との二つの RNA 鎖に分ける (trans 体化) 必要がある (Figure 1.11) 
(Uhlenbeck 1987; Koizumi et al., 1988; Koizumi et al., 1989; Haseloff and Gerlach 1988; Fedor and 
Uhlenbeck 1990; Heus et al., 1990)．その際，type-I/type-II/type-IIIの各 topologyの中で，遺伝
子治療薬に最も適した系統は type-Iのみである (序論参照)．T ype I HHRzでは loop IIIを分
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離すると，基質鎖への配列要求性は切断可能配列，UX配列(X = C, U, A)(Ruffner et al., 1990)
を持つことだけとなるためである (Figures 1.10,11)． 
 すでに，loop Iと IIの相互作用によって HHRzの切断活性が向上することは明らかとなっ
た．そして，その相互作用様式は三次元相互作用 (tertiary contacts) と Watson-Crick 型塩基
対による相互作用 (pseudoknot) の 2 つがこれまでに知られている (Khvorova et al., 2003; 
Martick et al., 2006; Perreault et al., 2011; Jimenez et al., 2011; Hammann et al., 2012 )．Khvorova
らが報告した系統の tertiary contactsによる相互作用様式は，基質鎖の核酸残基も相互作用に
関与しているため，基質鎖への配列要求性は UX配列以外にも存在する (de La Pena et al., 
2009; García-Robles et al., 2012)．それに対し，pseudoknot による相互作用様式の場合は，
Watson-Crick型塩基対によって相互作用が形成されるため，基質鎖の pseudoknot相互作用部
位の配列に合わせて HHRz 鎖側の配列を設計できる．前述のように，HHRz は保存された
core配列を中心に 3つの stemが結合しており，stem配列への配列要求性は基本的にはない．
そのため，trans化された pseudoknot形成部位を持つ type-I の topologyの HHRz では，基質
鎖の必要条件は切断配列 UX 配列のみである．まとめとして，この実験からは type-I 





2 節 PK-HHRzを用いた点変異応答性 allosteric ribozyme の創製 
背景 
点変異 (点突然変異) はゲノム DNA の一塩基が別の塩基に置き換わる変異である．構造
遺伝子内の一塩基が変わることでコドンがコードしているアミノ酸が変化するミスセンス
変異や，変化により終止コドンに変わるナンセンス変異などが挙げられる．点変異が原因
で起こる病気として鎌状赤血球症 (Bunn 1997)，thalassaemia (Rund and Rachmilewitz 2005)，
嚢胞性線維症 (Ronald et al., 2003)などが知られている．鎌状赤血球症は-globin mRNA の
70番目の AがUに点変異を起こすことで，hemoglobin 鎖のグルタミン酸 (codon: GAG) が
バリン (GUG) へ置き換わることで発病する．Thalassaemia も鎌状赤血球症同様-globin 遺
伝子の異常であり点変異による塩基の置換により発症する．Thalassaemiaは鎌状赤血球症と
異なり変異箇所は複数知られている． 
Ribozyme 以外の遺伝子治療薬候補として，RNAi (RNA 干渉) が上げられる．RNAi を用
いた遺伝子治療法では，RNA-蛋白質複合体である RISC 複合体中の「標的 mRNA 配列と相
補的な配列を持つ RNA鎖」が標的mRNAを結合認識し，RISC複合体の蛋白質が標的mRNA
を切断することで変異遺伝子の発現を抑制する (Fire et al., 1998; Hannon 2002)．しかし，
RNAiにおける標的 mRNA の認識は塩基対形成 (および生成する二重らせん RNA分子の熱
安定性) により行われるため，正常遺伝子と一塩基異なる点変異型遺伝子と正常遺伝子を見
分けることが難しいことが知られている (Aagaard and Rossi 2007; Rayburn and Zhang 2008; 
Tiemann and Rossi 2009; Jackson and Linsley 2010)．そのため，別の手法による点変異疾患を
標的とした遺伝子治療薬研究の検討を試みた． 
その候補として type Iの topologyを有した PK-HHRz に着目した (HHRz の topologyにつ
いては Figure 1.10 を参照)．PK-HHRz を用いた遺伝子治療法の作業仮説を説明する前に、こ
れまでの HHRz を用いた遺伝子治療法について概説する．初期の HHRz を用いた遺伝子治
療法としては，loop-loop相互作用のない最少配列の minimal HHRz を用いた研究例が複数報
告されている (Koizumi et al., 1989; Kuwabara et al., 1998a, Kuwabara et al., 1998b; Kuwabara 
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1999; Tanabe 2000; Farrar et al., 2002; Pennati, et al., 2003; Hotchkiss et al., 2004; Pennati et al., 
2004; Materna et al., 2005; Citti and Rainaldi 2005; Chen et al., 2009; Abdelmaksoud et al., 2009)．
また，minimal HHRzを利用した点変異に対する遺伝子治療薬創製研究についても数例報告
されている (Koizumi et al., 1989; Phylactou et al., 1998; Milllington-Ward et al., 1999; Dawson 
and Marini 2000)．しかし，minimal HHRzを利用した点変異疾患に対する遺伝子治療薬は後
述するように，minimal HHRz の活性の低さや適用範囲の狭さのため，あまり有用な方法論
とはならなかった．  
一方，2011 年に発見された HHRz は loop I と loop II が Watson-Crick 型塩基対形成
(pseudoknot相互作用) し，loop I-loop II非相互作用時と比べて HHRz の切断活性が 1200倍
以上高くなることが報告された (Figure 2.2.1)(Jimenez et al., 2011; Perreault et al., 2011; 
Hammann et al., 2012)． 
 
 
 そして，2章 1 節において，この type I の topologyをもつ PK-HHRz は，pseudoknot相互
作用が形成されると切断活性が on，形成されないと offとなることが示された (Figure 2.1.5)．
この発見から次のような作業仮説を考えた．PK-HHRzにおいて，pseudoknot部位が full-match
となるか，1塩基 mismatch になるかにより pseudoknot塩基対形成/非形成が制御でき，点変
異を有した RNAのみを切断し，変異を起こしていない RNA は切断しない (PK-HHRzの活




Figure 2.2.2. The concept of an allosteric ribozyme which is responsible for a point mutation (single 
nucleotide difference). Black and yellow lines represent HHRz and substrate strands, respectively. 
Pseudoknot regions are highlighted in light blue.  
 
Figure 2.2.1. The cleavage activity of trans type II pseudoknot-type HHRz (PK-HHRz). Black and 
yellow lines represent HHRz and substrate strands, respectively. Pseudoknot regions are highlighted 










である．ribozyme 鎖 loop IIの pseudoknot相互作用領域の配列を 5’-···CCAC···-3’と設計する
ことで，変異-globin (5’-···GUGG···-3’) と相補的となり安定な pseudoknot二重らせんを形
成できる．一方，正常-globin 配列 (5’-···GAGG···-3’) とは pseudoknot 部位が mismatch を
一塩基対分含むため二重らせんを形成出来ないと期待される．その結果，変異-globin 
mRNA に対しては PK-HHRz-mRNA 複合体が活性構造をとり高活性となり，正常-globin 
mRNA との組合せでは不活性構造のままでいると考えた (切断活性の on/off 制御)．即ち，
切断反応の活性中心以外で活性が制御される点変異応答性 allosteric ribozyme 創製 (点変異
疾患を標的とした遺伝子治療薬創製) が可能ではないかと考えた．そこで，-globinとその
変異 mRNA配列を用いて，本仮説を検証した．  
 
結果 
-globin gene点変異 (鎌状赤血球症) 応答性 PK-HHRz の設計 
設計した PK-HHRz の topology は，2-1 章で使用した Yarrowia lipolytica から発見された
type-I PK-HHRzの topologyを使用した．標的 RNA鎖 (基質鎖) は鎌状赤血球症の原因とな
る-globin の点変異部位を含む mRNA 配列とした．鎌状赤血球症の原因である点変異に対
する PK-HHRz の配列設計は以下のように行った．基質鎖に含まれる点変異部位が loop II
との pseudoknotを形成する配列領域，即ち loop Iに位置し，正常/変異 mRNA 配列に含まれ
る切断可能配列 UX配列 (X = C, U, A) (Ruffner et al., 1990) が切断部位に位置するように
PK-HHRz の stem I及び IIの配列を設計した．Loop IIの pseudoknot形成領域の配列は，点変
異を起こした変異mRNA配列と完全に相補的となり，正常mRNA配列とでは single mismatch 





-globin gene点変異 (鎌状赤血球症) 応答性 PK-HHRz 
まず，pseudoknot形成塩基対数を Yarrowia lipolytica由来の PK-HHRzと同じ 8塩基対とし
た鎌状赤血球症 (SCD: Sickle Cell Desease) に対する PK-HHRz (anti-SCD PK-HHRz) を調製
した．本 PK-HHRzが，-globin mRNA配列と，鎌状赤血球症を引き起こす変異-globin mRNA
配列の一塩基の違いを識別し，変異配列選択的な切断が可能かどうかを調べた  (Figure 
2.2.4)．この PK-HHRz は，pseudoknot 8塩基対のうち stem Iから 2番目の塩基対に点変異部
位が位置する (Figure 2.2.3)．反応時間 5 分後で比較した結果，変異配列が切断を受けてい
ることが確認されたが，正常配列も切断を受けていることが分かった (lanes 1 and 2 of 
Figure 2.2.4)．この結果より，type-I の topologyを持つ PK-HHRz は鎌状赤血球症の原因とな
る変異配列を切断できることが示された．しかし，正常配列も切断対象としてしまい，変
異配列非選択的な切断反応を起こすことが明らかとなった．次に，pseudoknot形成塩基対数
を8塩基対から4塩基対に減じるように設計したanti-SCD PK-HHRzを調製し (Figure 2.2.3)，
活性試験を行った (Figure 2.2.4)．反応時間 5分後において変異配列では切断反応がみられ，
pseudoknot相互作用領域の塩基対数は 4塩基対でもHHRzの活性化を誘起することが出来る
ことが示された (lane 3 of Figure 2.2.4)．さらに，正常配列では切断反応はほぼ確認できなか
った (lane 4 of Figure 2.2.4)．このことより，設計した PK-HHRzは一塩基の違いにより基質
RNA鎖切断活性が on/off制御される，一塩基応答性 allosteric ribozyme となることが分かっ
た．Pseudoknot部位で一塩基の違いを識別して PK-HHRz切断活性を制御できるという仮説
が立証された．次に従来法である stem I または stem II 中で mismatch を識別する方法 
 
 
Figure 2.2.3. Sequences and secondary structures of anti-sickle cell disease (SCD) HHRz-substrate 
complexes. Black and yellow colour represent HHRz and substrate strands, respectively. Pseudoknot 




(Phylactou et al., 1998) が，鎌状赤血球症でも機能するかどうかかを検討した．その結果，開





-globin gene点変異 (Thalassameia) 応答性 PK-HHRzの設計 
PK-HHRz による点変異認識手法が他の点変異に対しても有効であるかどうかを検証した。
ここでは標的 RNA鎖 (基質鎖) として thalassaemiaの原因となる-globinの点変異部位を含
む mRNA 配列を選択した．今回は，複数ある thalassaemiaを引き起こす点変異部位の中で，
今回は-globin mRNA の 414 番目の G が U に置き換わる点変異 (CD121) を標的とした． 
thalassaemiaの原因である点変異に対する PK-HHRz (anti-thalassaemia PK-HHRz) の配列設計
は anti-SCD PK-HHRz と同様の設計指針に基づいて行った  (Figure 2.2.5)． loop II の
pseudoknot 形成領域の配列は，点変異を起こした変異 mRNA 配列と完全に相補的となり，
正常 mRNA配列とでは single mismatch を含むように設計した (Figure 2.2.5)．  


-globin gene点変異 (Thalassameia) 応答性 PK-HHRz 
Pseudoknot 形成塩基対数を Y. lipolytica 由来の PK-HHRz と同じ 8 塩基対で設計した
anti-thalassaemia PK-HHRzで，-globin mRNA 配列と，thalassaemia を引き起こす変異-globin 
 
Figure 2.2.5. Sequences and secondary structures of anti-thalassaemia PK-HHRz-substrate complexes. 
Black and yellow colour represent HHRz and substrate strands, respectively. Pseudoknot motifs are 
highlighted in light blue. The polymorphic residues are highlighted in red (mutant) and blue 
(wild-type). 
 
Figure 2.2.4. Cleavage activities of anti-SCD HHRzs (SCD PK-HHRz, SCD PK-HHRz (PK 8bp) and 
SCD HHRz (stem I)) against mutated (SCD) and wild-type -globin mRNA sequences. Cleavage 




(Figure 2.2.6)．この anti-thalassaemia PK-HHRz は，pseudoknot 8塩基対のうち stem Iから 4
番目の塩基対に点変異部位が位置する (Figure 2.2.5)．反応時間 5 分後で比較した結果，変
異配列が切断を受けていることが確認されたが，正常配列は切断されないことが分かった 
(lanes 1 and 2 of Figure 2.2.6)．この結果より設計した PK-HHRzは一塩基の違いにより基質
RNA 鎖切断反応を制御できる，一塩基応答性 allosteric ribozyme であることが分かった．
pseudoknot 部位で一塩基の違いを識別して PK-HHRz 切断活性を制御できるという仮説が，
異なる配列を持つ PK-HHRz でも立証できたことから，この仮説が汎用性のある方法論であ
ることが示された．また，従来法である stem Iで点変異を識別することが出来るか検討した





 これまでに，PK-HHRz は一塩基の差異を pseudoknot で識別し，基質 RNA 鎖切断活性を
制御することが出来ることを明らかにした．そこで，PK-HHRz はどのような二次構造を取
るときに点変異応答性 PK-HHRzとなり得るのか，その構造要件を明らかにすることを試み
た．着目した構造は，stem Iの長さ，stem II形成塩基対数，loop IIの長さである． 
 
点変異応答性 PK-HHRzの構造要件① Stem Iの長さ  
 Loop loop tertiary contact をとる HHRzの結晶構造解析により，同相互作用には loop Iと II
 
Figure 2.2.6. Cleavage activities of anti-thalassaemia HHRzs (Thalassaemia PK-HHRz and 
Thalassaemia HHRz (stem I)) against mutated (thalassaemia) and wild-type -globin mRNA. 
Cleavage reactions at 5 minutes. 
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の位置関係が重要であることが明らかとなった (Martick and Scott 2006; Chi et al., 2008, Chi 
et al., 2008; Anderson et al., 2013)．そこで，PK-HHRz における loop IIに対する loop Iの相対
的な位置を決定する stem Iの長さが活性に及ぼす影響を調べた．Stem Iは Y. lipolytica由来
の topologyでは 8 塩基対で構成されているが，7及び 6塩基対に設計した PK-HHRzを設計
し構造と活性との相関を調べた．使用した PK-HHRz は-globin 点変異 (thalassameia) 応答
性 PK-HHRzを基に設計した (Figure 2.2.7)．基質配列は-globin mRNA 配列と，thalassaemia
を引き起こす変異-globin mRNA配列を使用した．Stem Iが 8塩基対の場合は，すでに Figure 
2.2.6で 示したように切断反応が一塩基の差異に応じて制御され，変異配列選択的に起こっ
ている (lanes 1 and 2 of Figure 2.2.8)．一塩基対減らし 7塩基対にした場合では，変異配列・
正常配列ともに切断された．よって 7 塩基対で形成される stem I を持つこの PK-HHRz は，
基質鎖切断活性は持つが一塩基の差異を識別できないことが分かった (lanes 3 and 4 of 
Figure 2.2.8)．Stem I長を 6塩基対に減じた場合では，変異配列・正常配列ともに切断でき











Figure 2.2.7. Sequences and secondary structure of PK-HHRz-substrate complexes. Black and yellow 
colours represent HHRz and substrate strands, respectively. Pseudoknot motifs are highlighted in light 
blue. Modified region of stem II is highlighted with green background. The polymorphic residues are 





点変異応答性 PK-HHRzの構造要件② Stem II形成塩基対数 
 次に，stem II・loop IIの二次構造について検討した．Y. lipolytica 由来の PK-HHRz の loop II
には，stem II と pseudoknot 相互作用に関与する塩基対の間には塩基対を組んでいない領域
がある．そこで，この領域で塩基対を形成した場合の活性を調べた．使用した PK-HHRzは
-globin gene点変異 (鎌状赤血球症) 応答性 PK-HHRz を基に設計した (Figure 2.2.9)．基質
配列は-globin mRNA配列と，鎌状赤血球症を引き起こす変異-globin mRNA 配列を使用し
た．結果を Figure 2.2.10に示す．Stem IIが 3塩基対 (天然型) で形成される Y. lipolytica の
topologyを持つ PK-HHRzは Figure 2.2.4でも示したように，変異配列選択的な切断が示され
た (lanes 1 and 2 of Figure 2.2.10)．Stem IIの形成塩基対数を 4塩基対，5塩基対にした場合
はいずれも、変異配列・正常配列ともに非選択的な切断が起こることが分かった (lanes 3-6 





点変異応答性 PK-HHRzの構造要件③ Loop IIの長さ 
 
Figure 2.2.10. The effect of stem II modifications on the cleavage activities and selectivity. Cleavage 
reactions at 5 minutes. 
 
Figure 2.2.9. Sequences and secondary structures of PK-HHRz-substrate complexes. Black and yellow 
colours represent HHRz and substrate strands, respectively. Pseudoknot motifs are highlighted in light 
blue. Modified region of stem II is highlighted with green background. The polymorphic residues are 
highlighted in red (mutant) and blue (wild-type). 
 
Figure 2.2.8. The effect of stem I length onto the cleavage activity and sequence selectivity. Cleavage 
reactions at 5 minutes. 
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Loop IIは loop Iと相互作用し，HHRzの活性を向上させるのに必須の領域である．しかし， 
pseudoknot相互作用に直接関与する塩基は loop IIの一部である．そのため，pseudoknot相互
作用に関与していない loop IIの塩基が活性に及ぼす影響 (必要かどうか) を調べた． 
 使用した PK-HHRz は-globin 点変異 (鎌状赤血球症) 応答性 PK-HHRz を基に設計した．
具体的には，loop IIを 4 塩基，2塩基短くした変異体及び，4塩基長くした変異体を調製し
た (Figure 2.2.11)． 
 
  
 基質配列は-globin mRNA 配列と，鎌状赤血球症を引き起こす変異-globin mRNA配列を
使用した．反応時間 5分後における結果を Figure 2.2.12に示す．Loop II を 4塩基短くした
変異体では，変異配列に対する切断活性の大幅な減弱が観測された (lanes 1 and 2 of Figure 
2.2.12)．なお，正常配列では切断活性より現弱していたため，点変異応答性はある程度維持
されている．次に 2塩基短くした変異体でも，変異配列切断活性の減弱が示された (lanes 3 
and 4 of Figure 2.2.12)．これらのことより stem II の pseudoknot形成領域以外の塩基を短くす
ると，活性自体が大幅に減弱するため．機能性分子としての応用性に欠けることがわかっ
た．一方，loop IIの長さを 4塩基長くした変異体では，変異配列に対して-globin 点変異 (鎌





Figure 2.2.11. Sequences and secondary structure of PK-HHRz-substrate complexes. Black and yellow 
colours represent HHRz and substrate strands, respectively. Pseudoknot motifs are highlighted in light 
blue. Modified region of loop II is highlighted with green background. The polymorphic residues are 





点変異応答性 PK-HHRzの構造要件④ Pseudoknot塩基対数＆点変異の位置 
 これまでに，PK-HHRz を用いることで一塩基の差異を pseudoknot で識別し，基質 RNA
鎖切断活性を制御することが出来ることを明らかにした．しかし，8 塩基対の pseudoknot
を持つ anti-thalassaemia PK-HHRz は，一塩基の差異を識別して切断活性が制御された 
(Figure 2.2.10) にも関わらず，同じ 8塩基対の pseudoknotを有する anti-SCD PK-HHRzは点






 そこで-globin点変異 (thalassaemia) 応答性 PK-HHRz を用いて，pseudoknot形成塩基対数
の検討を行った．上述の通り，点変異が pseudoknot の中心部位に位置する時に効率よく一
塩基の違いを識別できることが分かっているため，点変異部位を loop Iの中心に位置するよ
う設計した種々の塩基数の loop I を設計し (Figure 2.2.13)，pseudoknot形成塩基対と活性と
の相関を調べた (Figure 2.2.14)．その結果，pseudoknotを形成する塩基対数が 3及び 4塩基
対の場合では，full-matchとなる基質鎖も，single mismatchを含む配列でも PK-HHRzは切断
活性を示さなかった (lanes 1-4 of Figure 2.2.14)．Loop Iが 8塩基 (点変異部位は stem Iから
数えて 4番目) の場合はすでに述べたとおり，full-match基質鎖 (-globin mRNA 配列) 選択
的な切断が観測された (lanes 5 and 6 of Figure 2.2.14)．なお 8塩基対の場合，かつ，点変異
部位を stem I から数えて 6 番目とした場合でも，full-match基質鎖 (PM6-A) 特異的切断が
 
Figure 2.2.12. The effect of loop II modifications on the cleavage activities and selectivity. Cleavage 
reactions at 5 minutes. 
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 上述の結果より，一塩基変異を pseudoknot 相互作用部位で識別して切断活性を制御でき
る allosteric ribozymeが PK-HHRzより創製できるのではないかという仮説が立証された (点
変異応答性 PK-HHRzの創製)．そして，鎌状赤血球症と thalassaemia という異なる点変異疾
患に対してもその制御が可能だということが示されたことより本仮説は汎用性があること
も示された． 









Figure 2.2.14. The effect of number of base pairs in the pseudoknot (distance from the cleavage site) 
onto the cleavage activity and sequence selectivity. Cleavage reactions at 5 minutes. 
 
Figure 2.2.13. (a) Sequences and secondary structures of PK-HHRz-substrate complexes. Black and 
yellow colours represent HHRz and substrate strands, respectively. Pseudoknot motifs are highlighted 
in light blue. Modified region of loop I is highlighted with green background. (b) Sequences of 
substrate strands used in this study with their names. The polymorphic residues are highlighted in red 






する) ことは RNA 工学上の難問であると考えられる．しかし PK-HHRz の遺伝子治療応用
を考えた場合は，活性構造をとっている PK-HHRzの触媒活性を上げることで不活性構造が
生じる問題を解決可能と考えられる。その点，点変異応答性 PK-HHRz (Figure 4.2.7) は天然
の PK-HHRz (Figure 4.1.3) と同程度の活性を示しており，遺伝子治療応用に向けた必要条件
は既にクリアしていると考えられる．  
 点変異疾患に対する遺伝子治療薬としての HHRz の歴史を整理すると，当初の研究は
loop-loop 相互作用のない，活性有する最少単位である minimal HHRz が中心であった． 
Minimal HHRz と比較して 1000倍以上活性が高い，本来の天然型の loop-loop相互作用を持
つHHRz (三次元相互作用 (loop-loop tertiary contacts) を持つHHRzやPK-HHRz) の研究は再
発見の形で認識されるようになったものである．従って，点変異を識別する遺伝子治療薬
の先行研究として，切断部位 (Koizumi et al., 1989; Milllington-Ward et al., 1999; Dawson and 
Marini 2000) や stem I/stem III (Phylactou et al., 1998) で識別する方法論はすべて minimal 
HHRz を用いた報告である (Figure 2.2.15)． 
 
 
まず，切断可能配列自体の変異を利用した点変異応答性 HHRz は汎用性が低い (適用可能な
点変異が極端に少ない) という点が問題である (Figure 2.2.15a)．なお minimal HHRz は活性
自体が loop-loop 相互作用を持つ HHRz や PK-HHRz と比べて 1~3 桁低いことも大きな問題
で，minimal HHRz を用いた点変異疾患に対する遺伝子治療薬開発は難しいと考えられる．
また stem I/stem IIIで点変異を識別する手法の成功例 (Phylactou et al., 1998) は，stem I/stem 
 









利用には適していない．また，loop-loop tertiary contactsを持つ HHRzは高い活性を持つが，
loop 同士の相互作用が三次元的相互作用であるために三次元相互作用部位の配列が基質鎖
に要求される (de La Pena et al., 2009; García-Robles et al., 2012)．その為 loop-loop tertiary 
contacts を持つ HHRz でも点変異疾患に対する遺伝子治療への応用は難しいと考えられる．
一方 PK-HHRz は loop-loop 相互作用が Watson-Crick 型塩基対で構成されているので，高活
性であるにもかかわらず loop-loop tertiary contactsを持つHHRzのような配列要求性がなく，




ここまでの PK-HHRz および基質 RNA 鎖の配列・二次構造要件の検討結果から，点変異
応答性 PK-HHRz の基質配列要件について考察した。Figures 2.2.7-14 の結果をまとめると，
切断部位から 10-14 塩基目の位置に点変異がある基質では，PK-HHRz は効率よく点変異を
識別できることが分かった (Figure 2.2.16)．切断可能配列は UX 配列だけであるといわれて
いるため (Ruffner 1990)，標的となる RNA 鎖は限られてしまうことが考えられる．しかし，
この UX 配列は活性の低い minimal HHRz を用いて検討された結果であり，loop-loop 相互作
用を持つ HHRz の切断可能能配列の詳細は不明であった．これまで、HHRzの配列を改変す
 
Figure 2.2.16. Point mutations (sequence requirements of substrates) which are susceptible for the 




A15.1-U16.1 塩基対を U15.1-A16.1 塩基対に置き換えることにより、AX 配列が切断可能に
なることや、A15.1 残基を inosine (I) に置換することにより，CX 配列が切断可能となると
いうことが報告されている (Kore et al., 1998; Ludwig et al., 1998)．また，in vitro selection
法により、AC配列、UG配列などを切断可能なHHRzが見つかっている (Eckstein et al., 2001; 
Vaish et al., 1998; Kore et al., 2000)．そして，当研究室でも loop-loop tertiary contactsを持つ










た PK-HHRzを用いた点変異応答性 allosteric ribozymeにより切断可能 (このような点変異が
疾病治療可能) であると考えられる． 




3 節 PK-HHRzを用いた Hg2+応答性 allosteric ribozyme の創製 
背景 
Allosteric ribozyme/deoxyribozyme はコファクター (補因子) と相互作用することによって
ribozyme 活性が制御されるため，遺伝子工学のツールとしてだけでなく，活性を厳密に制
御されることが要求される遺伝子治療薬としての応用が期待されている (Famulok et al., 
2007)．これまでに ATP (adenosine triphosphate)， FMN (flavin mononucleotide)，theophylline，
cAMP (cyclic adenosine monophosphate)，cGMP (cyclic guanosine monophosphate)，cCMP 
(cyclic cytidine monophosphate)，FMN (flavin mononucleotide)，theophylline，3-Methylxanthine，
oligonucleotides，proteins 等種々の外部補因子との相互作用によって活性が制御される
allosteric ribozyme が報告されている (Soukup and Breaker 2000, and reference cited therein; 
Reymond et al., 2009 and reference cited therein)．また，金属イオンに対する allosteric 
ribozyme/deoxyribozyme では K+ (Nagata et al., 2012)，Mn2+ (Zivarts et al., 2005)，Fe2+ (Zivarts et 
al., 2005)，Co2+ (Zivarts et al., 2005)，Ni2+ (Zivarts et al., 2005)，Zn2+ (Zivarts et al., 2005)，Cd2+ 
(Zivarts et al., 2005)，Hg2+ (Hollenstein et al., 2008; Liu and Lu 2007)，Pb2+ (Li et al., 2010)，UO2
2+ 
(Liu et al., 2007)などの報告がある． 
ここで核酸-金属イオン相互作用について概説する．核酸は nucleotidesが 3’, 5’リン酸ジエ
ステル結合によって結ばれた鎖状高分子であり，中性条件下水溶液においてはリン酸負電
荷を帯びているため，二重らせん構造を取るためには負電荷同士の排斥を抑える役目の金
属イオンが必須である (counter ionとしての非特異的相互作用)．さらに RNA 鎖の特定の残
基に配位結合・塩橋・配位水を介した結合等で結合して RNA 分子の三次元構造形成を促す
金属イオンも知られている。例えば，tRNAの構造形成を促す，Mg2+の部位特異的結合が知
られており (Lindahl et al., 1966)，結晶構造解析の結果，主鎖のリン酸基と結合していること
が明らかとされている (Holbrook et al., 1977; Shi and Moor 2000)．また，核酸と金属イオンの
関わりとしては、ribozyme によっては活性中心に金属イオンを用いているものもある (Shan 
et al., 2001)．それに関連して，HHRz では異なる種類の金属イオンによって切断速度が大き
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く変わることも知られている (Boots et al., 2008)． 
Allosteric ribozyme とは触媒活性中心以外の部位に補因子が結合することにより触媒活性
が制御される ribozyme のことであるが，金属応答性 allosteric ribozyme は金属イオンを補因
子とする allosteric 酵素である．ただし、金属イオンには ribozyme に対して触媒中心として
の役割もあるため，真の意味の金属応答性 allosteric ribozyme を作製することは難しい
(allosteric効果と触媒作用の切り分けが容易でない)．今回このような挑戦的な課題，金属応
答性 allosteric ribozyme 作製に着手した． 
これまで報告されてきた金属応答性 allosteric ribozymeの多くは，in vitro selection (Ellignton 
and Szostak 1990; Tuerk and Gold 1990) という RNA工学の手法を用いて人為的に作製されて
いる．同手法によって得られた金属応答性 (allosteric) ribozyme は，金属イオンどのように
認識されているのか，あるいは金属イオンが結合することによってどのような構造変化が
起こるのかは立体構造が解析されるまでは解らない．そのため，仮に特定の金属イオン存
在下で活性が見られる ribozyme が得られたとしても，得られた 金属応答性 ribozyme は
allosteric効果によって活性が制御されているかどうかは簡単には結論できない．よって，in 
vitro selectionを用いずに金属応答性 allosteric ribozymeを作製する手法を検討した． 
今回，小野らによって報告された水銀イオン (Hg2+)と thymine (T)が形成する
metallo-base-pair，T-Hg(II)-T塩基対に着目した (Figure 2.3.１)(Ono and Togashi 2004; Miyake et 
al., 2006; Tanaka et al., 2007)．T-Hg(II)-T 塩基対形成は Hg2+特異的であり，その安定性は天然
型塩基対と同程度かそれよりも高い傾向があり，かつ，T-Hg(II)-T 塩基対はWatson-Crick型
塩基対の等価体としてふるまうため  (Yamaguchi et al in press; Kondo et al. in press)，
T-Hg(II)-T 塩基対の ribonucleotide 版である U-Hg(II)-U 塩基対を利用して金属(Hg2+)応答性
allosteric ribozyme を創製することを計画した．これまで，この metallo base pair を用いた水
銀除去剤 (Liu et al., 2009; Dave et al., 2010; Huang  and Liu 2011; Yu et al., 2012; Wang et al., 
2013; He et al., 2013; Scharf and Muller 2013 and reference cited therein.; Kuriyama et al., 
submitting)，Hg2+-sensor (Ono et al., 2004; Liu and Lu 2007; Dave et al., 2010; Huang and Liu 
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2011; He et al., 2013; Scharf and Muller 2013 and reference cited therein.)，nanodevices (Takezawa 




2章 2節において一塩基応答性 allosteric ribozymeの創製をした．同 allosteric ribozymeは，
一塩基の match/mismatch による pseudoknot 二重らせん形成制御によって切断活性が制御さ
れる．そこで，この一塩基の match or mismatch を U-Hg(II)-U or U-U mismatch に置き換える
ことによって，水銀イオン特異的に活性が制御される PK-HHRz，Hg2+応答性 allosteric 
ribozymeが作製できるのではないかと考えた (Figure 2.3.2)．先述の通り，T-Hg(II)-T の安定
性は天然型塩基対と同程度かそれよりも高い傾向があり，かつ，T-Hg(II)-T 塩基対は
Watson-Crick 型塩基対の等価体としてふるまうため，その U-Hg(II)-U 塩基対形成による
pseudoknot 二重らせんの安定化は，PK-HHRz が活性構造を取るのに十分だと思われる．な
お，uracil (U) は thymineのRNA等価体であるが，uracilにおいても thymine同様にU-Hg(II)-U
塩基対が形成可能なことが SigelとMüllerらのグループによって示されている (Johannsen et 
al., 2008)．つまり，Hg2+非存在下では安定な pseudoknot 二重らせんが形成できないため
PK-HHRz は活性を示さないが，Hg2+存在下では安定な pseudoknot 二重らせんが形成され
PK-HHRz は活性構造を取る (即ち，切断活性を示す) のではないかと考えた (Figure2.3.2)．




Figure 2.3.2. The concept of an allosteric ribozyme which is responsible for mercury ion, Hg
2+
. Black 
and yellow colours represent HHRz and substrate strands, respectively. Pseudoknot motifs are 




Figure 2.3.1. T-Hg(II)-T base pair (a)  Hg
2+
-sensor which based on T-Hg(II)-T base pair reported by 









水銀応答性 allosteric ribozyme は，2-2 章で用いた-globin 点変異 (鎌状赤血球症) 応答性
PK-HHRz を元に，水銀イオン結合部位に U を配するように配列設計した (Figure 2.3.3)．水
銀応答性 allosteric ribozymeの基質鎖 (水銀イオン認識部位がUとなる基質鎖) は 2-2章で用














Figure 2.3.3. Sequences and secondary structures of PK-HHRz (Hg
2+
-responsive PK-HHRz) and 
substrates (mut. -globin mRNA(SCD) and -globin mRNA(SCD)). Black and yellow colours 





本実験条件は 水銀イオンが U-U mismatchに対して 5当量存在しているため， U-Hg(II)-U
部位以外にも Hg2+応答性 allosteric ribozyme と結合して，Hg2+が HHRz の活性自体を高めた
可能性が否定できない．事実，HHRz には金属イオンが特異的に結合する部位 (G10.1/A9 
motif) が知られている (Tanaka et al., 2000; Tanaka et al., 2002; Tanaka et al., 2004, Tanaka et al., 
2005)．そこで二価金属キレート樹脂で過剰量の水銀イオンを除去したのち，活性を測定し
た．なお短時間の二価金属キレート処理では，T-Hg(II)-T 塩基対を形成する水銀イオンは除
去されないことはすでに先行研究によって確かめられている (Tanaka et al., 2007)．その結果，
反応時間 15分後においても，水銀イオンを添加した場合では基質鎖の切断断片の生成が明
確に確認されたのに対し，水銀イオン未添加の場合では切断断片の生成量が明らかに少な
かった (Figure 2.3.5)．これにより，この水銀添加時の PK-HHRz の活性上昇は，二価金属
(Hg
2+
) 添加による HHRzの触媒活性上昇でないことが示された．この negative control の実験




U-Hg(II)-U 塩基対と Watson-Crick 型塩基では切断反応活性化能力に違いがあるのか調べた 
(Figure 2.3.6)．その結果，反応時間 15 分における切断活性はどちらも同じ程度に切断断片が確
認されており，U-Hg(II)-U 塩基対による切断活性の活性化は Watson-Crick型塩基対と同程度ある
 
Figure 2.3.4. Time course of the cleavage reactions of mut. -globin gene (SCD) with PK-HHRz in 
the presence and absence of Hg
2+
 (without chelation).  
 
Figure 2.3.5. Time course of the cleavage reactions of mut. -globin gene (SCD) with PK-HHRz in 
the presence and absence of Hg
2+






 U-Hg(II)-U 塩基対並びに一塩基応答性 allosteric ribozyme の設計指針に基づいて，水銀イ
オンに応答する水銀応答性 allosteric ribozyme を作製することができた．本 ribozymeが水銀
イオン結合に伴う allosteric 効果で活性化を受けているかどうかについては，上述の二価金
属キレート樹脂処理による過剰量の水銀イオン除去により確認している．キレート処理後
でも水銀イオンによる ribozyme 活性化が認められることから，U-Hg(II)-U 塩基対の形成が
なされていること，その結果 pseudoknot二重らせんが形成されていることが示された (水銀
イオンの allosteric 効果)．即ち本説の実験で作製された ribozyme は水銀イオン応答性
allosteric ribozyme であると考えられる．一方，先行研究の in vitro selectionにより作製され
た金属応答性 allosteric ribozyme (Zivarts et al., 2005) ではここまで詳細に検討しておらず，真
の金属応答性 allosteric ribozyme かどうか判断できない．当該研究の ribozymeは特定部位の
RNA 配列を変異させることによって金属イオン応答性が失われるが，金属イオンの存在に
よりどのような立体変化，即ち allosteric 効果が起こっているのかは定かではない．また，
本研究と同様に T-Hg(II)-T 塩基対を利用した Hg2+-responsive allosteric deoxyribozyme の報告
がすでにされているが (Hollenstein et al., 2008; Liu and Lu 2007)，水銀一原子の結合で活性化
される allosteric ribozyme は本研究が最初の報告である． 
これまでの T-Hg(II)-T 塩基対の安定性は A-T 塩基対と比較して，同程度か，より安定な
傾向があることより (Torigoe et al., 2010; Yamaguchi et al., in press)，U-Hg(II)-U 塩基対は
Watson-Crick型塩基対と同程度な切断反応活性化因子であると考えられ，得られた結果はそ
の仮説を支持するものであった．近年，DNA 二重らせん中の T-Hg(II)-T 塩基対の三次元構
 
Figure 2.3.6. Time course of the cleavage reactions of mut. -globin gene (SCD) and -globin gene 
(SCD) with PK-HHRz. 
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造が明らかとなり，T-Hg(II)-T 塩基対を含む DNA 二重らせん中において，T-Hg(II)-T 塩基対
では C1'-C1'間距離が 1Å 程短いこと以外は Watson-Crick 型塩基対のミミックとして働くこ
とが明らかとなった (Yamaguchi et al., in press; Kondo et al., in press)．このことからも，















 Type I の topologyを持つHHRzは pseudoknot相互作用によって基質RNA鎖切断活性が上
昇することを明らかとした．本 type I PK-HHRz は遺伝子の knock downに適した topologyで
あるため，遺伝子治療薬としても期待される． 
 
Type I PK-HHRz を用いて，一塩基の違いを pseudoknot部位で識別して切断活性を on / off
制御できる allosteric ribozyme を創製した．本 allosteric PK-HHRz は-globin遺伝子の遺伝子
疾患である鎌状赤血球症及び thalassaemia を引き起こす点変異 (一塩基変異) を活性制御因
子として，変異-globin mRNA配列選択的に切断活性を示す遺伝子治療薬として期待される．
さらに，本 allosteric PK-HHRz は一般的な点変異疾患に対する遺伝子治療薬としての応用も
期待される． 
 
 Thymine と Hg2+の特異的な相互作用を鍵として，Hg2+をコファクターとした Hg2+応答性














Materials and Methods 
1 節 Pseudoknot相互作用による PK-HHRz の基質鎖切断活性の allosteric 制御 
Chemical synthesis 
All oligonucleotides shown in Figures 2.1.3 and 2.1.4 were synthesized using the phosphoramidite 
method on a DNA / RNA synthesizer (ABI model 394, USA). The protected oligonucleotides were 
treated with 2 M ammonia in ethanol solution (2 mL/1 mol resin) at 55 °C overnight for removal of 
base-protecting groups, and the solutions were dried in vacuo. The residue was dissolved in 
anhydrous dimethyl sulfoxide (100 L) and triethylamine tris(hydrogen fluoride) (125 L ), and 
incubated 65 °C for 2.5 hours for removal of 2'-tert-butyldimethylsilyl (TBDMS) groups. The 
solution was subjected to precipitation with n-butanol. The derived crude oligonucleotides were 
purified with 15% denaturing polyacrylamide gel using Tris-Borate-EDTA (TBE) buffer. The 
oligonucleotides were electro-eluted from the gels in the TBE buffer with Elutrap Electroelution 
system (Whatman, NJ, USA) as described (Price et al., 1998). The purified RNA samples were 
ethanol-precipitated and were dissolved in MILLI-Q water (MILLIPORE, MA, USA) for the 
cleavage assays.  
 
Cleavage assay 
For the cleavage reactions, "3.33 mM MgCl2 solution" and "ribozyme-substrate solutions" were 
prepared. The "ribozyme-substrate solution" contained 14.3 M ribozyme, 7.14M substrate, 71.4 
mM Tris-HCl buffer (pH 7.5), 143 mM NaCl. Before the cleavage reactions, 28L 
"ribozyme-substrate solutions" were subjected to annealing (75 °C for 5 minutes and then cooling to 
30 °C over 15 minutes). Cleavage reactions were initiated by the addition of 12L "3.33 mM MgCl2 
solution" to 28L each annealed "ribozyme-substrate solution", and the resulting solution was 
incubated at 25 °C. Each final reaction solution contains 10 M ribozyme, 5.0 M substrate, 50 mM 
Tris-HCl buffer (pH 7.5), 100 mM NaCl and 1.0 mM MgCl2. The reaction was stopped by mixing 
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with twice volume of stop buffer (80% saturated urea, 50 mM EDTA (pH8.0) and Orange G 
(Loading Buffer) (Wako, Japan,)) at the time points of 2, 5, 10, 30, 60, 180 and 480 minutes and 24 
hours. The cleaved products were separated by 20% denaturing polyacrylamide gel with 8 M urea. 
After staining by SYBR Gold (Invitrogen, USA), cleaved and uncleaved substrates were detected 
with UV trans illuminator. Photos of full-size gels for Figures 2.1.5 and 2.1.6 are shown in Figures 
4.1.1 and 4.1.2, respectively. Time courses of the respective reactions were visualized with silver 




Figure 4.1.1. Cleavage reactions at 30 minutes (full-size gel). Names of enzymes and substrate are 
shown in Figures 2.1.3,4. Enzymes, substrates and cleaved products were separated with denaturing 
























Figure 4.1.2. Cleavage reactions at 2 minutes (full-size gel). Names of enzymes and substrate are 
shown in Figures 2.1.3,4. Enzymes, substrates and cleaved products were separated with denaturing 
20% polyacrylamide gel with 8 M urea, and visualized with SYBR Gold (Invitrogen). 
 
Figure 4.1.3. Time course of the cleavage reactions of WT-HHRz (wild-type hammerhead ribozyme) 
against WT-sub (wild-type substrate) and ALT-sub (altered substrate). Names of enzymes and substrate 
are shown in Figures 2.1.3,4. Enzymes, substrates and cleaved products were separated with 
denaturing 20% polyacrylamide gel with 8 M urea, and visualized with silver stained. 
 
Figure 4.1.4. Time course of the cleavage reactions of Rev-HHRz (revertant hammerhead 
ribozyme) against ALT-sub (altered substrate) and WT-sub (wild-type sub trate). Names of
enzymes and substrate are shown in Figur s 2.1.3,4. Enzymes, ubstrates nd cleaved products

























Figure 4.1.5. Time course of the cleavage reactions of WT-HHRz (wild-type hammerhead ribozyme) 
against mut-sub1 (mutant substrate 1) and mut-sub2 (mutant substrate 2). Names of enzymes and 
substrate are shown in Figures 2.1.3,4. Enzymes, substrates and cleaved products were separated with 
denaturing 20% polyacrylamide gel with 8 M urea, and visualized with silver stained. 
6
3 3 4 4
7
t-s 5 (mutant substrate 5). Names of enzymes and substrate are shown in Figures 2.1.3,4.
Enzymes, substrates and cleaved products were eparated with denaturing 20% polyacrylami e gel
with 8 M urea, and visualized with silver stained. 
55 
 
2 節 PK-HHRzを用いた点変異応答性 allosteric ribozymeの創製 
Chemical synthesis 
All oligonucleotides shown in Figures 2.2.3, 2.2.5, 2.2.7, 2.2.9, 2.2.11 and 2.2.13 were synthesized 
using the phosphoramidite method on a DNA / RNA synthesizer (ABI model 394, USA). The 
protected oligonucleotides were treated with 2 M ammonia in ethanol solution (2 mL / 1 mol resin) 
at 55 °C overnight for removal of base-protecting groups, and the solutions were dried in vacuo. The 
residue was dissolved in anhydrous dimethyl sulfoxide (100 L) and triethylamine tris(hydrogen 
fluoride) (125 L ), and incubated 65 °C for 2.5 hours for removal of 2'-tert-butyldimethylsilyl 
(TBDMS) groups. The solution was subjected to precipitation with n-butanol. The derived crude 
oligonucleotides were purified with 15% denaturing polyacrylamide gel using Tris-Borate-EDTA 
(TBE) buffer. The oligonucleotides were electro-eluted from the gels in the TBE buffer with Elutrap 
Electroelution system (Whatman, NJ, USA) as described (Price et al., 1998). The purified RNA 
samples were ethanol precipitated and were dissolved in MILLI-Q water (MILLIPORE, MA, USA) 
for the cleavage assays. Concentration of all RNA samples were measured after hydrolyses of the 
RNA samples with nuclease P1.  
 
Cleavage assay 
For the cleavage reactions, "6.67 mM MgCl2 solution" and "ribozyme-substrate solutions" were 
prepared. The "ribozyme-substrate solution" contained 28.6 M ribozyme, 14.3 M substrate, 71.4 
mM Tris-HCl buffer (pH 7.5), 143 mM NaCl. Before the cleavage reactions, typically 56 L 
"ribozyme-substrate solutions" were subjected to annealing (75 °C for 5 minutes and then cooling to 
30 °C over 15 minutes). Cleavage reactions were initiated by the addition of 24 L "6.67 mM MgCl2 
solution" to 56 L each annealed "ribozyme-substrate solution", and the resulting solution was 
incubated at 25 °C. Each final reaction solution contains 20 M ribozyme, 10 M substrate, 50 mM 
Tris-HCl buffer (pH 7.5), 100 mM NaCl and 2.0 mM MgCl2. The reaction was stopped by mixing 
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with twice volume of stop buffer (80% saturated urea, 50 mM EDTA (pH8.0) and Orange G 
(Loading Buffer) (Wako, Japan,)) at the time points of 2, 5, 10, 30, 60, 180 and 480 minutes and 24 
hours. The cleaved products were separated by 20% denaturing polyacrylamide gel with 8 M urea. 
After staining by SYBR Gold (Invitrogen, USA), cleaved and uncleaved substrates were detected 
with UV trans illuminator. Photos of full-size gels for Figures 2.2.4, 2.2.6, 2.2.8, 2.2.10, 2.2.12, and 
2.2.14 are shown in Figures 4.2.1, 4.2.2, 4.2.3, 4.2.4, 4.2.5, 4.2.6, respectively. Time courses of the 
respective reactions were visualized with silver staining (Wako, Japan) or SYBR Gold (Invitrogen, 





Figure 4.2.1. Cleavage reactions at 5 minutes (full-size gel of Figure 2.2.4). Names of enzymes and 
substrate are shown in Figure 2.2.3. Enzymes, substrates and cleaved products were separated with 




Figure 4.2.2. Cleavage reactions at 5 minutes (full-size gel of Figure 2.2.6). Names of enzymes and 
substrate are shown in Figure 2.2.5. Enzymes, substrates and cleaved products were separated with 




Figure 4.2.3. Cleavage reactions at 5 minutes (full-size gel of Figure 2.2.8). Names of enzymes 
and substrate are shown in Figure 2.2.7. Enzymes, substrates and cleaved products were separated 





Figure 4.2.4. Cleavage reactions at 5 minutes (full-size gel of Figure 2.2.10). Names of enzymes and 
substrate are shown in Figure 2.2.9. Enzymes, substrates and cleaved products were separated with 




Figure 4.2.5. Cleavage reactions at 5 minutes (full-size gel of Figure 2.2.12). Names of enzymes and 
substrate are shown in Figure 2.2.11. Enzymes, substrates and cleaved products were separated with 




Figure 4.2.6. Cleavage reactions at 5 minutes (full-size gel of Figure 2.2.14). Names of enzymes and 
substrate are shown in Figure 2.2.13. Enzymes, substrates and cleaved products were separated with 




Figure 4.2.7. Time course of the cleavage reactions of SCD PK-HHRz (8bp) against mutant -globin 
mRNA (SCD) (8bp) (mut. -globin mRNA (SCD) (8bp)) and -globin mRNA (SCD) (8bp). Names of 
enzymes and substrate are shown in Figures 2.2.3. Enzymes, substrates and cleaved products were 





Figure 4.2.8. Time course of the cleavage reactions of SCD PK-HHRz against mutant -globin mRNA 
(SCD) (mut. -globin mRNA (SCD)) and -globin mRNA (SCD). Names of enzymes and substrate 
are shown in Figures 2.2.3. Enzymes, substrates and cleaved products were separated with denaturing 




Figure 4.2.9. Time course of the cleavage reactions of thalassaemia PK-HHRz against mutant -globin 
mRNA (Thalassaemia) (mut. -globin mRNA (Thalassaemia)) and -globin mRNA (Thalassaemia). 
Names of enzymes and substrate are shown in Figures 2.2.5. Enzymes, substrates and cleaved products 





Figure 4.2.10. Time course of the cleavage reactions of thalassaemia PK-HHRz (stem I -1bp) against 
mutant -globin mRNA (Thalassaemia) (mut. -globin mRNA (Thalassaemia)) and -globin mRNA 
(Thalassaemia). Names of enzymes and substrate are shown in Figures 2.2.7. Enzymes, substrates and 
cleaved products were separated with denaturing 20% polyacrylamide gel with 8 M urea, and 





Figure 4.2.11. Time course of the cleavage reactions of thalassaemia PK-HHRz (stem I -2bp) against 
mutant -globin mRNA (Thalassaemia) (mut. -globin mRNA (Thalassaemia)) and -globin mRNA 
(Thalassaemia). Names of enzymes and substrate are shown in Figures 2.2.7. Enzymes, substrates and 
cleaved products were separated with denaturing 20% polyacrylamide gel with 8 M urea, and 




Figure 4.2.12. Time course of the cleavage reactions of SCD PK-HHRz (stem II 4bp) against mutant 
-globin mRNA (SCD) (mut. -globin mRNA (SCD)) and -globin mRNA (SCD). Names of enzymes 
and substrate are shown in Figures 2.2.9. Enzymes, substrates and cleaved products were separated 




Figure 4.2.13. Time course of the cleavage reactions of SCD PK-HHRz (stem II 5bp) against mutant 
-globin mRNA (SCD) (mut. -globin mRNA (SCD)) and -globin mRNA (SCD). Names of enzymes 
and substrate are shown in Figures 2.2.9. Enzymes, substrates and cleaved products were separated 




Figure 4.2.14. Time course of the cleavage reactions of SCD PK-HHRz (loop II -4nt) against mutant 
-globin mRNA (SCD) (mut. -globin mRNA (SCD)) and -globin mRNA (SCD). Names of enzymes 
and substrate are shown in Figures 2.2.11. Enzymes, substrates and cleaved products were separated 





Figure 4.2.15. Time course of the cleavage reactions of SCD PK-HHRz (loop II +4nt) against mutant 
-globin mRNA (SCD) (mut. -globin mRNA (SCD)) and -globin mRNA (SCD). Names of enzymes 
and substrate are shown in Figures 2.2.11. Enzymes, substrates and cleaved products were separated 
with denaturing 20% polyacrylamide gel with 8 M urea, and visualized with SYBR Gold (Invitrogen). 
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3 節 PK-HHRzを用いた Hg2+応答性 allosteric ribozymeの創製 
Chemical synthesis 
All oligonucleotides shown in Figure 2.3.3 were synthesized using the phosphoramidite method on a 
DNA / RNA synthesizer (ABI model 394, USA). The protected oligonucleotides were treated with 2 
M ammonia in ethanol solution (2 mL/1 mol resin) at 55 °C overnight for removal of 
base-protecting groups, and the solutions were dried in vacuo. The residue was dissolved in 
anhydrous dimethyl sulfoxide (100 L) and triethylamine tris(hydrogen fluoride) (125 L ), and 
incubated 65 °C for 2.5 hours for removal of 2'-tert-butyldimethylsilyl (TBDMS) groups. The 
solution was subjected to precipitation with n-butanol. The derived crude oligonucleotides were 
purified with 15% denaturing polyacrylamide gel using Tris-Borate-EDTA (TBE) buffer. The 
oligonucleotides were electro-eluted from the gels in the TBE buffer with Elutrap Electroelution 
system (Whatman, NJ, USA) as described (Price et al., 1998). The purified RNA samples were 
ethanol precipitated and were dissolved in MILLI-Q water (MILLIPORE, MA, USA) for the 
cleavage assays. Concentration of all RNA samples were measured after hydrolyses of the RNA 
samples with nuclease P1.  
 
Cleavage assay 
For the cleavage reactions, "10 mM MgCl2 solution" and "ribozyme-substrate solutions" were 
prepared. Each "ribozyme-substrate solution" contained 25 M ribozyme, 25 M substrate, 62.5 
mM MOPS-NaOH buffer (pH 7.5), 125 mM NaCl, and 125 mM HgCl2. Before the cleavage 
reactions, 40 L "ribozyme-substrate solutions" were subjected to annealing (75 °C for 5 minutes 
and then cooling to 30 °C over 15 minutes), and 32 L solution was used for the following assays. 
Cleavage reactions were initiated by the addition of 8 L "10 mM MgCl2 solution" to 32 L each 
annealed "ribozyme-substrate solution", and the resulting solution was incubated at 25 °C. In a case 
of treatment of divalent ion exchange, the annealed solutions were treated with Chelex 100 resin 
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(BIO RAD, USA) and then freeze-dried. After dissolving the residue in 32 L MILLI-Q water, 
the solution was used for the cleavage reactions as mentioned above. Each final reaction solution 
contains 20 M ribozyme, 20 M substrate, 50 mM MOPS-NaOH buffer (pH 7.5), 100 mM NaCl, 
100 M HgCl2 and 2.0 mM MgCl2. The reaction was stopped by adding twice volume of stop buffer 
(80% saturated urea, 50 mM EDTA (pH8.0) and Orange G (Loading Buffer) (Wako, Japan,)) at the 
time points of 15, 30, 60, 180 and 480 minutes and 24 hours. The cleaved products were separated 
by 20% denaturing polyacrylamide gel with 8 M urea. After staining by SYBR Gold (Invitrogen, 
USA), cleaved and uncleaved substrates were detected by UV trans illuminator. 
Molar ratio ([Hg
2+
] / [Ribozyme-substrate complex]) was determined from the cleavage experiments in 




] (Figure 4.3.1), and Kd of Hg
2+ against T-T 
mismatch (Kd = ~2 M) (Torigoe et al., 2010). From these data, concentration of Hg
2+ used for 
cleavage experiments was determined as 20 M which is 10 times as high as the Kd value (Figure 
4.3.1).  
 
Figure 4.3.1. The effect of Hg
2+
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